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論 文 内 容 要 旨
序 論
一般 に生物のDNAあ るいは染色体 に対 して変化 を及ぼす作用 のあることを
変異原性を持つ とい う。発癌過程及び先天異常の発現に遺伝物質の変化が大き
く関与 していることから,変 異原性試験は医薬品を始め とす る化学物質の発ガ
ン性 及び遺伝毒性を予測するための試験 として広 く行われてい る。この変異原
性試験 の うち、 ヒ トに対する リスクアセスメン トのために良 く用 い られるのは
3種の試験,す なわち,い わゆるエームステス トとして知 られ る細菌を用いる
復帰突然変異試験,チ ャイニーズハムスターの培養細胞を用 いる染色体異常試
験及 びマウスを用いる小核試験であ る。一般 にこれ を基本 セ ッ トの変異原性試
験 と呼んでいるが,こ のセ ッ トはそれぞれ異 なったエン ドポイン トを持つ試験
をうまく組み合わせてあ り,変 異原性物質 を効率よ く拾い上げ るように設計 さ
れている。 しか しなが ら,こ の基本セ ッ トの変異原性試験 は完壁 なもめで はな
く,評価 しようとする薬剤 の性質あ るいは得 られた結果に よっては十分な リス
クアセスメン トを行 うことができない。
本研究では,特 に医薬品の変異原性評価 を行 う際 の基本セ ッ トの試験 におけ
る問題点抽出を行い,そ れ らの問題点に対す る解決策 について,他 の試験法の
導入あ るいは試験法 の改良等 により検討 し,実 際の薬剤の評価 に応用 した。そ
してそれ らの結果を踏 まえ,医 薬品における変異原性評価体系の向上 に役立つ
と考え られ る提言を行 った。
本 論
第1章:現 行の変異原性試験における問題点の抽出
実験デー タを基 に以下 の3つ の問題点を抽出 した。
1.細菌 を用いる復帰突然変異試験では,強 い抗菌作用 を有す る物質の変異原
性を十分な濃度を用いて評価す ることができない。
2.マ ウスを用 いる小核試験 におけるターゲ ットオルガ ンへの薬剤到達性 の向
上及び薬剤到達性 の確認法について検討 する必要が ある。
3.基 本セ ッ トの変異原性試験結果の一部が陽性 とな った場合に,そ の薬剤の
安全性を どのように評価すればよいか?
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第n章=問題点解決のための検討
π一1.強い抗菌作用を存する稟㌶1の変異原倥評砺法に醐する検討
薬剤耐性因子を有する菌株の活用について
薬剤耐性因子を有す る菌株が抗菌剤 の遺伝子突然変異誘発性の評価に有用で
あるか否かについて検討 した。すなわち,通 常の方法による細菌 を用いる復帰
突然変異試験 において薬剤耐性因子を有す る菌株を用いた場合に,抗 菌剤 に対
して どの濃度 まで復帰突然変異 コロニーが観察できるかを調べた。 アンピシ リ
ンあるいはテ トラサ イクリン耐性のプラス ミ ドを持 つ3菌 株(TA97,TA102,W
P2騨胡)に ついて検討 した結果,変 異原性の評価に有用 な菌株は存在 しなか っ
た。
突然変異誘発頻度試験 の導入
この試験は,細 菌 を用いる復帰突然変異試験用の菌株に対 し,短 時間の うち
に高濃度 の被験物質処理を行 う試験である。本試験系を用 いることに より,薬
物代謝酵素を使用 しない直接法では,感 度の向上が期待で きるものと考えられ
た。 しかしなが ら,代 謝活性化を必要 とす る変異原性物質 を効率良 く捉 えるこ
とが出来 ないため,本 試験系 は抗菌作用の強い被験物質で,代 謝活性化 を併用
する必要のない場合 に限 り,有用性があるものと考 えられた。
哺乳動物細胞を用いた遺伝子突然変異試験の導入
抗生物質の多 くは細菌 と哺乳動物細胞 との間の ターゲ ッ トとなるべき細胞小
器官 における感受性 の差(選 択毒性)を うまく利用 して臨床使用 されている。
哺乳動物細胞 を用いて遺伝子上の点突然変異 を評価すれば,抗 菌作用の影響を
受けることな く,細菌を用 いる復帰突然変異試験の場合 と同様の変異原性評価
が可能であ ると考え られ る。 このよ うな理由から,マ ウス リンパ腫由来のL5
178Y細 胞株 を用いた遺伝子突然変異試験 の導入 を行 った。その結果,本 試
験系は代表的な変異原性物質 に対 して感受性 を示 しただけでな く,細菌 を用い
た場合には1μ9/謡 にも満たなか ったME1207の 試験実施可能 な最大濃度
を150～250μg/鰯まで引 き上 げることがで きた(図1及 び表1)。 細菌の
機能 を特異的に阻害する抗菌剤の遺伝子突然変異誘発性の評価においては,抗
菌作用の影響を直接的 に受 けない哺乳動物細胞の使用が適 していることが確認
された。
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図1.哺 乳動物細胞を用いた遺伝子突然変異試験の導入
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表1.抗 菌 剤 の 実 施 可 能 最 大 濃 度 比 較
SgmixTA1535WP2uvrAL5178YCHO-K1
ME1207
?
レホ'フロキサシン1〕 ;
51.5150
0.050.05250
0.00040.0004
0.00040.0004
1500
1500
1):島 田 ら(1992年)の 報 告 に よ る 単 位:(μ 巳/誠)
π一2。 小核試鹸 におげる被験物質の ターゲ ッみオルガ ンへの到達 盤
ターゲッ トオルガ ンへの被験物質の到達性を向上 させ るために,著 者 は脾臓
が造血器官であ ることに注 目し,マ ウスの脾臓を用いた小核試験を開発 した。
脾臓細胞を用い る小核試験 は,骨 髄 の場合 と同様の感受性を示 したばか りでな
く,骨 髄で は検 出できないMNNGの 小核誘発性 を検出す ることが可能であっ
た(図2)。 すなわち,脾 臓 を用いることによ り,被験物質のターゲ ッ トオル
ガ ンへの到達は,門 脈 ・肝臓及び血 中を介 した全身的なルー トばか りでな く,
腹腔内投与を用いれば直接的な拡散 によるものも期待 され,小 核検出感度の向
上が図れるもの と考え られた。『
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図2.脾 臓 を 用 い る 小 核 試 験
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また,著 者はマウスに被験物質を投与
した後の血 中薬物動態 と骨髄移行 を調 べ
ることが小核試験の結果の解釈 にどのよ
うに役立つかにつ いて検討 した。その結
果,薬 剤投与後の血中動態を調べ る トキ
シコキネテ ィクス試験は,タ ーゲ ッ トオ
ルガンへの被験物質到達性を保証す るの
に非常に有意義であると考 えられた(図
3)o
∬一3.一部の変異原傑試験が陽盤にな
った場合の安全倥評価
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図3.ト キシコキネティクス試験
循環器用剤Aの 例
著者は次の4つ の試験法 を選択 ・導入 し,そ の有用性について検討 した。
H-3-1.ヒ トリンパ球 を用いた評価系の導入
化学物質の代謝及びDNA修 復機構に種差のあることが知 られてお り,変 異
原性作用 のヒ トへの外挿 の妨げ となっている。 この ような問題 を排除 し,被 験
物質の ヒ トに対する安全性 を的確 に評価す るためには,ヒ ト由来の細胞を用い
るのが効果的 と考え られた。 ヒ ト末梢血 リンパ球 を用 いる染色体異常試験 は,
マイ トマイシンC及 び サイクロフォスファ ミド等の変異原性物質に対 して,C
HL細 胞 とほぼ同等 の感受性 を示 した。本試験 はインターフェロンや インター
ロイキン等のよ うな種特異性 のあ る薬剤,あ るいは,CHL細 胞にお いて染色
体異常が認め られている薬剤 の変異原性評価 に有用であると考え られた。
1【一3-2.セ ル トランスフォーメーシ ョンテス トの導入
化学物質の発癌性の有無を調べ る方法 として,細 胞が癌化す る際の形質変化
(形質転換)を 指標 としたセル トランスフォーメーションテス トが知 られてい
る。著者 は,BALB3T3細 胞を用いたセル トランスフォーメーシ ヨンテス
トを導入し,そ の有用性について検討 した。動物で発癌性を示す ことが知 られ
ている3一 メチルコランスレン及びア ドリアマイシンは,形 質転換 フオーカス
を顕著に誘導 した。本試験には,厳 密な培養操作が要求 され るが,変 異原性試
験 とは異な.った意味で化学物質 の評価 を行える とい う点か らは,得 られ る情報
の価値は高 いものと考えられた。
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H-3-3.ラ ッ ト肝UDS試 験法の導入
UDS(不 定期DNA合 成,UnscheduledDNAsynthesis)とはDNA損 傷に
ともなって誘導 され るDNA合 成の ことである。生体中の細胞あ るいは組織に
おけるUDSを 測定す ることに より,そ の組織 におけるDNA損 傷の有無 を調
べ ることが可能であ る。そこで ,ラ ッ ト肝におけるUDS試 験法の導入をし,
その有用性 について検討 した。 ジメチルニ トロサ ミンを経 口投与 し2時 間後の
ラッ トでは,肝 細胞の オー トラジオグラムにお けるネ ッ トグ レイン数の顕著 な
増加が認 め られ,UDSが 誘導 されたことを良 く示 していた。肝臓は薬物代謝
の主た る器官であることか ら,ラ ッ ト肝 を用 いたUDS試 験 は,生 体内におけ
る被験物 質そのものの作用ばか りではな く,代 謝物のDNA損 傷性の有無を鋭
敏に評価 できる試験であると考えられた。
H-3-4.ラ ッ ト消化管UDS試 験法の導入
消化管 における変異原性評価 を行 う試験 としてラ ッ ト消化管UDS試 験の導
入を行い,そ の有用性を検討 した。実験的な胃ガ ン誘発剤 として知 られるMN
NGは,ラ ッ ト消化管において,用 量依存的 にUDSを 誘導 した。化学物質に
よる発癌 には,臓 器特異性のあることが知 られている。経 口的に ヒ トに投与さ
れる薬剤 であ って,代 謝されずに直接的 に変異原性を示す薬剤では,消 化管が
最も重要 な ターゲ ッ トオルガンとなる。この ような薬剤の臨床 における安全性
を評価す るためにはラ ッ ト消化管を用いたUDS試 験が有用 であ ると考え られ
た。
第皿章:検討結果を応用した薬剤の安全性評価
1π一1.メ9一ラクタ.ム系撹1生物貿ME1207の 卿
ME1207は 基本セ ットの変異原性試験の結果,細 菌 を用い る復帰突然変
異試験では,抗 菌作用が強 く発現 し十分 な濃度 での評価ができていない こと
(表2),CHL細 胞 を用 いる染色体異常試験で は,代 謝活性化によらない直
接的な作用 によ り染色体異常誘発性を示す こと(図4),ま た,マ ウスを用い
る小核試験で は,経 口投与 の試験であ ったために ターゲ ッ トオルガ ンへの被験
物質到達性が不明で ある等 の問題点があった。そこで まず,ME1207に 関
してL5178Y細 胞を用 いる遺伝子突然変異試験を実施 した。その結果,細
菌を用いる復帰突然変異試験に比べ実施可能濃度の大幅な改善が図 られ,ME
1207に 遺伝子突然変異誘発性 は認め られなかった(図5)。ME120＼7
で認め られた染色体異常の原因を明らかにす るため,ME1207の 代謝物の
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それぞれについて染色体異常誘発性 を検討 した。その結果,ME1207側 鎖
のピボキシル基の代謝 によって生成す るホルムアルデ ヒ ドが原因であ ることが
判明 した(図6)。 また,使 用 した培地中でME1207か ら染色体異常を誘
発す るのに十分な量のホルムアルデ ヒ ドの生成があ ることを化学的な手法 によ
り確認 した。経口投与時のマウスにおけるME1207の 吸収性については,
絶対生物学的利用率が55.6%であった ことか ら,小 核試験 においても十分量の
被験物質が吸収 されているものと考え られた。次に,臨 床使用 を考慮 して,ヒ
トリンパ球 を用いる染色体異常試験 を実施 した結果,ME1207に 染色体異
常誘発性は認め られなかった(図7)。ME1207が 経 口剤 として使用 され
ること及び代謝活性化を受けず に直接的に染色体異常誘発性 を示すことか ら,
ラッ ト胃粘膜 におけるUDS試 験 を実施 した。その結果,ME1207は ラッ
ト胃粘膜細胞 にDNA損 傷性を誘発 しなか った(図8)。 また,マ ウス胎仔由
来BALB/3T3細 胞 を用いたセル トランスフォーメーシ ョンテス トを実施
した結果,形 質転換誘発性は認 められなか った(表3)。 以上のよ うに,第1
章及び第H章 での検討結果を応用す ることによ り,基本 セ ッ トの変異原性試験
の欠点を補 うだけでな く,ME1207の 臨床使用 における安全性をよ り確か
なもの とすることがで きた。 ・
表2.ME1207の 細菌を用いる復帰突然変異試験
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1π一2.循 環器用剤ノ【の例 ぐ表4♪
経 口剤 として用い られる循環 器用剤Aは 基本 セ ットの変異原性試験の結果,
細菌を用 いる復帰突然変異試験 は陰性で,問 題 はなかったが,CHL細 胞を用
いる染色体異常試験で は代謝活性化 によらない直接 的な作用 によ り染色体異常
誘発性を示す こと,ま た,経 口投与 によるマウス小核試験で は,タ ーゲ ッ トオ
ルガンへの被験物質到達性が不明であ る等の問題点があ った。 まず,CHL細
胞で染色体異常誘発性が認 め られたことに関 して,本 剤の臨床への適用を考慮
し,ヒ ト末梢血 リンパ球を用 いる染色体異常試験を実施 した。その結果,A剤
は染色体異常誘発性 を示 さなか った。 また,CHL細 胞を用 いる染色体異常試
験において添加す る血清の割合を変化 させた ところ,添 加濃度の上昇に伴 い染
色体構造異常誘発率の減少が認め られた。A剤 は,血 清添加量 の多い ヒ トリン
パ球用の培地中で は不活化 され,染 色体異常誘発性を示 さなかったもの と考え
られた。マウスを用いる小核試験におけるターゲ ッ トオルガ ンへの被験物質到
達性 を確認す るため,小 核試験 と同様の投与量 を用いて単回経 口投与 による ト
キシコキネティクス試験を実施 した。その結果,臨 床使用時の安全性 を十分 に
保証 し得 るAUC(曲 線下面積)及 びCmax(最大血 中濃度)値 が得 られ た。従
って,A剤 の マウスを用い る小核試験 によって,A剤 が生体において染色体異
常誘発性を示 さない ことを より確かな情報 とす ることがで きた。また,基 本セ
ッ トの変異原性試験結果の一部が陽性であった ことか ら,ラ ッ ト肝UDS試 験
を実施 した。その結果,A剤 には,UDSの 誘導は認め られず,代 謝物 も含め
A剤 が生体内でDNA損 傷を誘発す ることはないことが確認 された。 さらに,
ラ ッ ト肝UDS試 験が経 口投与 によ り行われたため,タ ーゲ ッ トオルガンへの
被験物質到達性を確認す るため トキシコキネティクス試験 を実施 した。その結
果,肝 臓へのA剤 による十分 な暴露が確認 された。従 って,A剤 のラ ット肝を
用い るUDS試 験 によって,A剤 が生体においてDNA損 傷性を示 さない こと
をより確かな情報 とすることがで きた。以上の ように,A剤 について,基 本セ
ットの変異原性試験における問題点を克服 し,臨 床開肇 に向けての安全性を確
保 し得た もの と考える。
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表4.循環器用剤Aの変異原性評価
基本セッAの変異痴灘
試 験 法 用 量(μ9/祓) 結 果 問題点/効果
細菌を用いる 直接法:5.2～167
復帰突然変異 代謝法:5.2～167試験
陰 性 問題なし
CHL細胞を 直接法:50～200
用いる染色体 代謝法:100～400
異常試験
陽性(直:200
μ呂/祓) 安全性確認の必要性
マウスを用い1000,2000,4000
纏 講)㎎/kg
陰 性 被験物質の外ゲットオ肋"ン
への到達性の確認
安錐 灘 のための勘藤
ヒトリンパ球染 直接法:100～400
色体異常試験 代謝法:200～800
陰'性 ヒト細胞に対する安全性
の確認
マウス トキシコ
キネテ ィクス試
験(経 口投与)
1000,2000,4000十分な暴露のあ 小核試験における被験物
㎎/kg「 ることを確認 質暴露の証明
ラ ッ ト肝UDS200,1000mg/kg
試験(
経 口投与)
陰 性
生体内においてDNA損
傷を誘発しないことを確
認
ラットトキシコ
キネテ ィクス試
験
1000,2000,4000十分な暴露のあUDS試 験における被験
㎎/kg経口投与 ることを確認 物質暴露の証明
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考 察
本研究では,基 本 ゼ ッ トの変異原性試験の問題点及び一部の結果が陽性 の場
合の対応策について検討を行 った。特 に第皿章では,解 決策を実 際に薬剤 の評
価へ応用することによ り,そ の有用性が示 されたもの と考え る。 しか しなが ら,
これ らの解決策を さらに有用な もの とし,ヒ トへの リス クアセス メン トに活用
するには,い つ,ど の ような試験法 を選択すれば良 いか,ま た,得 られた結果
をどのように ヒ トへ外挿す るかについてアルゴ リズム的な考え方が必要 と思わ
れる。例 えば,1ηy1オroで変異原性を示す化学物質の間には,そ の変異原性の
強さに106もの開きのあることが知 られてい る。一般 には,加y∫ 孟roで強 い変
異原性を示す ものほ ど動物 においても発癌性を示す確率が高い といえる。また,
臨床 における血 中濃度あ るいは組織 内濃度 と1ηv∫オroで変異原性が発現す る
濃度 の差が大きければ大きいほど生体での安全性 は保証 され る。その意味で も
変異原性 の強 さに,注 目すべ きである。 また,代 謝活性化法で変異原性作用の
増強が認められる場合 は,そ の薬剤 は生体 内で代謝 され,変 異原 性物質に変換
され ることを示唆する。そ して,加 ・yノ∫roで変異原性が認め られた場合 には,
その作用が生体内でも認め られ るか どうかが重要で ある。加y1γo試験におい
ても陰性の結果であれば,そ の薬剤の ヒ トへ の リス クは小 さいもの と考え るこ
とができる。
以上のような背景 から,変 異原性作用に関す るヒ トへの リスクアセスメン ト
を行 うに当たって,試 験法 め選択 と作用評価双方において,基 本 とな り得 る考
え方 を構築す ることは非常に重要 であると考 えられ る。そこで,次 に示すよ う
な提言を行 った。
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変異原性作用のヒ トへの リズクアセスメン トに関する提言
'異原性作用の評価
1試験法の選択1
1)変異原性作用の強 さ 1)強い抗菌作用を持つ薬剤の評価
→ 比活性(既知発ガン物質 → 哺乳動物細胞 の使用 胞
との比較) 2)細菌での作用を哺乳動物で確認
→ 変異原性発現濃度と臨床 → 哺乳動物細胞の使用
での組織内濃度の差 3)小核試験外ゲットへの薬剤到達性向上
→ ∫πyルoでの作用の有無 → 脾臓を用いる小核試験
2)代謝活性化の有無 魎 4)加γルo試 験における暴露の証明
→Sgmixによる活性 増大? ・・ → トキ シコ キネ テ ィクス試験、-
→ ヒ トに近い代謝系では? 5)CHL染色体陽性薬剤の安全性評価
3)変異の種類 効能(使用目的) → ヒトリンパ球染色体異常試験
→ 遺伝子?染色体?両方? 適応症 6)加vルoでの変異原性確認
→ 複数の試験系で陽性か 対象患者 → ラット肝UDS試 験,マ ウス小核 試験
→ 毒性発現との関係 用法用量(適用法) 7)経口剤の安全性確認 ・
4)体内動態 経路 → ラッ ト消化管UDS試 験
→ 組織分布 用量 8)発ガン性 に関する別の指標
→ 蓄積性 期間 → セルトランスフォ メーーションテスト
→ 排泄速度 ,排泄経路
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要 約
1.強い抗菌作用 を持 つ薬剤 の遺伝子突然変異誘発性評価 において,薬 剤耐性
プラス ミドを有する菌株 の有用性 はな く,突然変異誘発頻度試験の直接法
のみ有用であることを明 らか にした。 さらに,哺 乳類培養細胞を用 いる遺
伝子突然変異試験が有用であ ることを実証 した。
2.小 核試験 における被験物質 の ターゲ ッ トオルガ ンへの到達性向上 に有用 と
考えられ る,脾 臓を用い る小核試験 を開発す るとともに,タ ーゲ ッ トオル
ガ ンに対す る被験物質の暴露 を証 明す るために,ト キシコキネティクス試
験が有用であることを明確 にした。
3.一 部の変異原性試験結果が陽性であった場合の安全性評価法について
ヒ トへの リスクアセスメン トに有用であ ると考え られ る4つ の試験法(ヒ
ト末櫓血 リンパ球を用 いる染色体異常試験,セ ル トランスフォーメーシ ョ
ンテス ト,ラ ッ ト肝UDS試 験及びラ ッ ト消化管UDS試 験)に 関 し導入
を試み,そ れぞれその有用性 を確認 した。
4.基 本 セ ットの変異原性試験 では十分な評価が行えなか った2つ の薬剤 につ
いて,本 研究成果の応用を試 み,そ れ ら薬剤の安全性を確認 した。
5。上記の検討結果 を踏 まえ,変 異原性作用 に関 して ヒ トへの リスクアセスメ
ン トに役立つ と考え られ る提言 を行 った。
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論 文 審 査 の 要 旨
医薬品や食品添加物についての発癌性及び遺伝毒性の評価は,エ ームステス トと呼ばれる細菌
を用いた復帰突然変異試験,チ ャイニーズハムスターの培養細胞を用いる染色体異常試験,及 び
マウスを用いる小核試験の3種 の試験法を基本セットとして構成される。 しかし,対象 となる化
学物質の性質によってはこれらの試験法は十分には機能 しない。本研究は,医 薬品の遺伝毒性評
価における上記試験法の問題点を吟味 し,その解決を求めることを 目的として実施 された。
まず,被験物質が強い抗菌作用を有する場合の遺伝子変異誘発性試験法として,薬剤耐性菌株
の使用や突然変異誘発頻度試験法を検討し,前者では有用性はな く,後者では薬物代謝酵素を使 ・
用しない直接法でのみ有用であることを明らかにした。そこで,抗 生物質の多 くは細菌と哺乳動
物細胞の感受性の差(選 択毒性)を 利用して臨床利用される事実に着目して,哺乳動物の培養細
胞を用いた変異原性試験法を開発 し,高濃度の薬剤試験を可能にした。検討 された評価法の中で
は,ヒ トリンパ球を用いた評価系や,細胞が癌化する際の形質転換を指標 とする評価系がとりわ
け有効であった。
被験物質が血中で不安定であった り,難吸収性な場合は骨髄に到達出来ないので,小核試験に
よる評価が不可能である。そこで,造血器官である脾臓に着 目し,腹腔内投与によって拡散 と門
脈の両経路によって被験物質を脾臓に到達させ,多染性赤血球を観察する試験法を開発し,有用
性を立証 した。関連して,小核試験法による評価には血中薬物動態の解析が有用であることを示
した。
さらに,DNA損傷の新規評価法 として,損傷に より誘導される不定期DNA合成(UDS)の測
定を検討 し,有用性を立証 した。
以上の検討結果を踏まえて,従来法では安全性の立証できなかった βラクタム系抗生物質ME
1207及び循環器用剤Aに ついて綿密な検討を実施し,その安全性を立証 して医薬品としての実用
化を実現した。
このように,本論文は変異原性作用の評価に関する重要かつ有用な成果を述べたものであり,
博士(農 学)の 学位の授与に値すると判定 された。
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